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(54) Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der Faktor Vll-aktivierenden Protease aus 
Proteinlosungen 

(57) Es wird ein Verfahren zur Bestimmung der Akti- 
vitat der den Blutgerinnungsfaktor Vil aktivierenden 
Protease aus Proteinlosungen beschrieben, bei dem 



die die Protease und^oder ihr Proenzym enthal- 
tende Proteinlosung mit einer Festphase inkubiert 
wird, an die zuvor ein gegen die Protease gerichte- 
ter AntikSrper gekoppelt wurde und 

nach Auswaschen der Festphase die daran fixierte 
Protease und/oder ihr Proenzym mit Reagenzien 
inkubiert werden, die deren Aktivitatsbestimmung 
eriauben. 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Faktor Vll- 
aktivierenden Protease in komplexen Proteinlosungen wie Plasma. 

[0002] Aus der deutschen Patentanmeldung 1 99 03 693.4 sind bereits Testsysteme und Verfahren zum quantativen 
und quantitativen Nachweis einer Protease bekannt, die den Blutgerinnungsfaktor VI I aktiviert. Diese umfassen chro- 
mogene Testverfahren, die auf der Spaltung markierter, niedermolekularer Peptidsubstrate und der photometrischen 
Bestimmung der dabei auftretenden Extinktion beruhen, sowie Testverfahren, bei denen die biologischen Eigenschaf- 
ten der genannten Protease ausgenutzt werden. Dabei kann die Protease oder ihr Proenzym dadurch nachgewlesen 
werden, dass sie 

a) eine die Blutgerinnungsfaktoren VIIIA/'llla oder VA/a inaktivlerende Wirkung oder 

b) in globalen Gerinnungstests eine die Blutgerinnungszeiten verkiirzende Wirkung oder 

c) eine Plasminogen-Aktivatoren aktivierende Wirkung oder 

d) eine den FVII aktivierende Wirkung aufweist. 

[0003] Die Bestimmung der AktivitSt des FVII-Aktivators fiihrt bei den bisher eingesetzten Bestimmungsverfahren 
j doch nur dann zu zuverlassigen Ergebnissen, wenn die Protease in gereinigtem oder angereichertem Zustand vor- 
liegt und keine storenden Einflusse von Verunreinigungen das Messergebnis verfalschen. Besonders sehr komplexe 
Proteingemische wie Plasma oder Gewebeflussigkeiten enthalten nun allerdings eine Vielzahl von Proteinen, die eine 
spezifische Bestimmung des Faktor Vll-Aktivators verhindern oder zumindest behindern kSnnen. AuBerdem liegt die 
Protease nach dem derzeitigen Wissensstand im Plasma vor allem als Proenzym vor, so dass eine Aktivierung zur akti- 
ven Protease zum Zwecke der anschlieBenden Aktivitatsbestimmung notig ist. 

[0004] Die Faktor Vll-aktivierende Protease ist ein Plasmaprotein, das an der Regulation der Hamostase, vor allem 
durch Mitwirkung an Gerinnungs- und Fibrinolyseprozessen, beteiligt ist. Deshalb ist die Untersuchung der Funktion 
und der biologischen Aktivitat der Protease von hohem Interesse. So konnte zum Beispiel ein erniedrigter Antigenge- 
halt und/oder eine Storung der biologischen Aktivitat, beispielsweise durch eine Genmutation, ein erhohtes Thrombo- 
serisiko anzeigen. Es stellte sich deshalb die Autgabe, ein Verfahren zu entwickein, das die moglichst einfache und 
spezifische Bestimmung einer oder mehrerer biologischer Aktivitaten der Faktor Vll-aktivierenden Protease ermoglicht. 
Da die physiologische Aufgabe dieser Protease bisher noch unklar ist, sollte diese Methode prinzipiell die Bestimmung 
mehrerer Aktivitaten erlauben. 

[0005] Es wurde nun gefunden, dass diese Anforderungen durch ein Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der 
den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease in Proteinlosungen erfullt werden, bei dem 

die der Protease und/oder Ihr Proenzym enthaltende Proteinittsung mit einer Festphase inkublert wird, an die zuvor 
ein gegen die Protease gerichteter Antikorper gekoppelt wurde und 

nach Auswaschen der Festphase die daran fixierte Protease und/oder ihr Proenyzm mit Reagenzien inkubiert wer- 
den, die deren Aktivitatsbestimmung erlauben. 

[0006] Dieses Bestimmungsverfahren lasst sich uberraschenderweise nicht nur auf die Protease in ihrer aktivierten 
Form anwenden. Obwohl die bisherigen Untersuchungsergebnisse darauf schlie(3en iassen, dass die Protease im 
Plasma hauptsachlich als Proenzym zirkuliert und es daher zu erwarten war, dass dieses nach Bindung an die oben 
genannte Festphase erst noch aktiviert werden muss, um danach ihre biologischen Aktivitaten entfalten zu konnen, 
wurde nun uberraschenderweise gefunden, dass eine solche Aktivierung nicht notwendig ist, sondern dass das aus 
dem Plasma an die Festphase gebundene Proenzym in immobilisierter Form seine biologische Aktivitat in gleicher 
Weise entfaltet wie das aktive Enzym. Dadurch erubrigt sich ein gesonderter Aktivierungsschritt und ermoglicht eine 
weitaus schnellere und storungsfreiere Bestimmung. 

[0007] Eine spezifische Aktivierung des Proenzyms kann aber durchaus noch angeschlossen werden, um sicher- 
zustellen, dass das gebundene Proenzym vollstandig aktiviert wurde. 

[0008] Als Festphase kommen die dem Fachmann bekannten Matrices wie aktivierte Sepharose® oder Fraktogel® 
in Frage. Vorzugsweise werden Mikrotiterplatten mit gegen die Protease gerichteten Antikorpern beschichtet, die poly- 
klonaler oder monoklonaler Herkunft sein konnen. Auch Antikorperfragmente wie F(ab) Oder F(ab)2 konnen verwendet 
werden. Im Gegensatz zum Antigentest, in dem ein markierter Zweitantikorper zur Detektion und dann auch zur Quan- 
tifizierung verwendet wird, werden erfindungsgemaS chromogene Substrate zugesetzt, die die Aktivititsbestimmung 
der Protease zulassen. Ein besonders bevorzugtes chromogenes Substrat ist S2288 von Chromogenix AB (H-D-iso- 
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leucyl-L.prolyl-L-arg>n.n-pNA x 2 HCI). das ebenso wie ahnliche Verbindungen eine signifikante konzentrations- und 
ze,tabhang,ge Zunahme der Absorption durch Amidolyse des Substrats zeigt. Uberraschenderweise behT die Pro 
p J^' A"^'^'^^-" ""d Eigenschaften auch nach Bindung an den Antikorper bei. namlich die F^hirk^^ 

FVII und Plasminogen-Aktivatoren zu aktivieren. Dadurch wird die spezifische Bestimmung der Funktionim ^^^^^^^^^^ 
tease aus einer komplexen Proteinlosung heraus moglich. u"K"onaiiiai aer h-ro 

. ^^-^1 ''I" chromogenen Substraten bieten sich auch die ubrigen in der deutschen Patentanmeldung 199 
H ^^^^'^^^rwahnten Substrate zur Aktivitatsbestimmung an. also die Inaktivierung der Blutgerinnungsfakto7e7villA^ ha 
Oder WVa und auch die Aktivierung des FVII und der Plasminogenaktivatoren. Dabei kann zum Betpti der "<^w' 
verte Ante.l an Faktor VII durch direkte Amidolyse eines fur den FVII speztflschen chromogenen SubSrate be^immt 
werden Oder durch erne gekoppelte Reaktion W.e den sog. FVI.a-,TF-Test. Die Aktivierung von EinketteXsmroZ 
ak^ivatoren scuPA (single chain urokinase plasminogen activator) Oder der sctPA (single chain tissue pltsEen a« - 
vator) lasst sich e.nfach durch Substratumsetzung von zum Beispiel S2444 (py oGLGIy-Arg-pNA x HQ) verfol^n 
V^e in cler deutschen Patentanmeldung 199 03 693.4 beschrieben. kSnnen zurNachwe/auS SuCinze ruSSt 
wert^en. d.e d,e Ak^vitat der Protease stimulieren. zum Be.piel losliche Kalziumsaize und/oder Hepar'oSer dt^ 
Hepann venwandte Substanzen wie Dextransulfat. «Har.n ooer aem 

[0010] Weitere Untersuchungen von Losungen. K6rperflusigkeiten und Zell- bzw. Gewebeextrakten mit Hllfe des 
beschriebenen Verfahrens zeigten dessen Eignung zur Detektion bzw. Quantifizierung der FVII-aktl e7enden Pro 

IZl 7 7 7 JT h"''"'" ""^'"'^"'^ interme'diate der Prapa^onlr Pro- 

tease. Zellkurtur-Uberstande. d.e auch bei der Fermentation entsprechender Zellen zur rekombinanten Expression 

"'^ "-^^^"-^ ^2 ^-n- 

?r U ^^T^' "J ^"'^"^^ ^'""^ "^^^ ^ed^hren zur Bestimmung der Aktivitat der FVII-aktivierenden Protease in 

It f I? ^r^'r ^ ''^ ^"'^"'^'^ ""^^ Vorhandensein der Proteaseaktivitat gibt b^ Qber 
potentielle pathologische Zustande bei Uber- oder Unterexpression dieses Proteins 

[0012] Ein besonderes Interesse gilt dem Nachweis der Proteaseaktivitaten in Korperflussigkeiten wie Blut und 
P^ma. Serrninalplasma. Urin Cerebrosplnatflussigkert. Bronchioalveolar-Lavage. Fruchtwasse' Spe^hefode 
69t4 er:v1h te aT T Aktiv.atstest ste.lt dabei das in der deutschen Patentanmeld ng tsa 03 

693.4 eoA^ahnte Antigenbesfmrnungssystem (z.B. ELISA) dar. da mit Hiffe beider Parameter ein umfassenderes Bild 
beispielsweise bei einer Erkrankung erhalten werden kann. u.nids^enaeres tiiia 

[0013] Bei der Untersuchung gesunder Blutspender fiel auf, daB ca. 5-1 0% der untersuchten Plasmen eine aeaen 
Uber e,nem Standard (Poolplasmen) deutlich geringere Proteaseaktivitat aufwiesen (etwa 30-50% der?)urhsc^^^^^^^ 
wertes-), in Beispiell na^her ausgefuhrt. Diese Infomiation wurde dadurch erganzt, dal3 nahezu alldSr Spenl; 
.rn Normalbere^h befrnd iche Antigengehalte aufwiesen. Dies konnte beispielsweise auf (heterozygote Mutation(en 
hmweisen, die die Aktivitat. jedoch nicht den Antigengehatt. einer Ptasmaprobe entsprechend beeinflussen wtden aS 
n. . M T" "'"^ Risikogruppe fur bestimmte Krankheiten Sarstellen und gegebenen aHs pr^ 

phylaktische MafBnahmen fruhzeftig ergriffen werden. Dies gilt sowohl fur Personen, die erhohte als auch e nieXe 
A«,v.a^ssp.egel aufwelsen. Signrfikant ert.6hte Akf^itaten dieser Protease (bei teilweise normalem oderTeicht etoh 
ten Antigengehalt) fanden wir in Plasmen von Patienten mft Herzinfarkten (siehe auch Beispiel 2) und stabi ler und in^a- 
biler Angina pectons verglichen mit einem Kollektiv gesunder Spender. Bislang ist noch nbht geklart. ob e ne ErhbS^nq 
der Proteaseaktivitat als eine Ursache dieser Erkrankung gewertet werden kann oder ob diese ehe eine Gegenreak 
tion des Korpers entspricht, im Sinne einer gesteigerten Thrombolyse t:>egenreak 
[0014] Abgesehen von der physiologischen Relevanz der erhohten Proteaseaktrvrtaten kann dieser Parameter zur 
fruher. Erkennung und als Krrterium einer Veranderung des Krankheitsbildes ven^endet wer^en. DieJ schLsTdie Dia 
gnostik weiterer Herz-Kreislauf assoziierter Komplikationen ein. 

[001 5] Uber diese Indikationen hinaus kann das beschriebene Testsystem (auch in Kombination mit einer Antiqen- 
bestimmung) zur Diagnose und Therapieverfolgung auch bei malignen Erkrankungen. Entzundungen Auto mmrer- 
krankungen. VaskuHtiden. respiratorischen Defekten bzw. zur H.mostasediagnostik (Gerinnung und Rbr^^ ysT) wie 
auch bei Sepsis und assoznerten Reaktionen. wie der disseminierten Intravasalen Gerinnung venvendet werden We 
tere Anwendungsgeb.ete umschlieBen die Diagnose von Organdefekten. wie zerebralen. respiratorischen und Niener^- 

m^iT^n^S"- H ^'"^^^^^^'^ -'^ -sn^'kant erniedrigte Aktivitaten der Protease. d^Tden 

meisten Fkllen mit emiedrigten Antigenspiegein einhergingen. 

n?J.nH cT^'^ Untersuchungen zeigten. daB neben einem moderaten Anstieg des Antigenspiegels im Plasma 
K rhLt,rw ^f;:;"^^^. ^^^^-^ Proteaseaktivlt im Verlauf von Schwangerschaften zu beobachten 

^ mil hochsten Werten im dritten Trimester. Ein Ausbleiben eines solchen Anstieges der Protease kann mit einer^ 
R^iko fur Mutter und Kind wahrend der Schwangeischaft verbunden sein. wie thromboembolischen KTr^Tkat!onen 
etc. bis hin zur Fruh- und Fehlgeburt oder MiBbildung des F6tus. rxuMipNwiionen 
[0017] Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert: 
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[0018] Mikrotit rplatten (96 wells) wurden mit einem monoklonalen Antikorper gegen den FVII-Aktivator beschich- 
tet, indem in jede Vertiefung 150 nl einer 1 0 ^g/ml enthaltenden Losung pipettiert wurde. Nach 16-stundiger Inkubation 

s bei Raumtemperatur wurde die Platte mehimals gewaschen. In die Vertief ungen wurden jeweils 1 00 ni steigender Kon- 
zentrationen gereinigter Protease bzw. verschiedene Verdunnungen eines Standardhumanplasmas (SHPL) pipettiert. 
Nach Inkubation bei 37°C wurden die Losungen durch mehrmaliges Waschen entfernt und die Aktivitaten bestimmL 
[0019] In jede Vertiefung wutxlen 50 jU einer Prourokinase-Losung (10ng/ml, American Diagnostica, US) pipettiert 
sowie 50 \lI Puffer, der 30 mM CaClg und 1 00 lU/ml Heparin enthielt Zwei Minuten spater wurden weitere 1 00 nl Puffer 

JO und 25 ii\ des Substrates S2444 (3 mM) hlnzugegeben. Die Zunahme der Absorption bei 405 nm pro Minute wurde 
ermittelt. 



Protease, gereinigt 
(ng/ml) 


A mOD/min 


SHPL (Verdun- 
nung) 


A mOD/mJn 


0 


0,4 


buffer 


0,4 


0,1 


7 


1:200 


0,4 


0,2 


12 


1:100 


0,9 


0,4 


18 


1:50 


7,5 


0,6 


22 


1:33.3 


8,4 


0,8 


24 


1:25 


15,2 


1,0 


27 


1:20 


24,8 


2,0 


34 


1:10 


31,2 



30 

Beispiel 2 

[0020] Die Beschiclitung der Mikroliterplatten und die Inkubation mit den Probelosungen wurde durchgefuhrt wie 
in Beispiel 1 beschrieben. Anstelle der Aktivierung der Prourokinase wurde die Aktivierung des Faktors VII bestimmt. 
35 Dazu wurden je 50nl Puffer, enthaltend 30 mM CaClg und 1 00 lU/ml Heparin, fur 2 Minuten bei Raumtemperatur in die 
Vertiefungen der Platte gegeben. Nach Zusatz von weiteren 100 ]i\ Puffer und 25nJ Spectrozym® Vila (3 mM, American 
Diagnostica/US) wurde die a mOD/min bestimmt. 



Protease, gereinigt 
(ng/ml) 


j!^ mOO/min 


SHPL(Verdun- 
nung) 


^ mOD/min 


0 


0,3 


buffer 


0.3 


0,2 


1,8 


1:100 


0,3 


0.4 


2,8 


1:50 


0.3 


0,6 


3,0 


1:33,3 


0,8 


0.8 


3.6 


1:25 


3,2 


1.0 


4.7 


1:20 


7.2 


1,5 


7,1 


1:13,3 


8.4 


2,0 


7.9 


1:10 


11.5 
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[0021] Mit Hilfe dieser Verdunnungsreihen ist es mSglich, individuelle Plasmen zu vergleichen und die Funktionali- 
tat der Protease zu bestimmen. Durch Vergleich mit einem Standardhumanplasma, das einen Pool von hunderten von 
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Einzelplasmen darstellt, konnen signifikante Abweichungen von der Norm erfasst werden. Die so ermittette Aktivitat 
sollte idealerweise in das Verhaltnis zum Antigengehalt gesetzt werden, der zum Beispiel mittels ELISA bestimmt wer- 
den kann. 1st die Proteasemenge bekannt, dann lasst sich die spezifische Aktivitat de/in der Proteinlosung enthaltenen 
Protease sowie dessen Proenzyms bestimmen. 

5 

Beispiel 3 

Bestimmung der Proteaseaktivitat in 190 Plasmen gesunder Spender 

to [0022] 190 Citrat-Plasmen gesunder Personen, davon 140 Manner und 50 Frauen, wurden mit Hilfe des beschrie- 
benen Aktivitatstestes untersucht Urn lestzustellen, ob potentiell vonn Durchschnittswert aller untersuchten Plasmen 
abweichende Aktivitaten mit einer entsprechenden Veranderung des Protease Antigenspiegels einhergingen, wurde 
ein ELISA verwendet, wie in der deutschen Patentanmeldung 199 03 693.4 beschrieben. Ein solcher ELISA zum Nach- 
weis der Protease als Antigen ist mit Hilfe monoklonaler oder polyklonaler speziflscher Antikorper gegen diese Pro- 
is tease machbar. 

[0023] Abbildung (1 ) zeigt die Proteaseaktivitaten der untersuchten gesunden Manner (A) und Frauen (B). Es wird 
deutlich, daB 5-10%, sowohl Manner als auch Frauen, eine gegenuber dem Durchschnitt deutlich verminderte Aktivitat 
aufweisen. 

[0024] Die Proteaseaktivitaten (y-Achse) und die dazu gehorenden Antigenspiegel der entsprechenden Personen 
20 (x-Achse) sind in der Abbildung dargestellt. Die arbitraren 'Normalbereiche' der Antigen- und Aktivitatsspiegel sind 
durch waagerechte und senkrechte Linien als obere und untere Begrenzungen der Parameter jeweils gezeigt. Die sich 
daraus ergebenden Rechtecke (in jeweils der Mitte der Abbildung) stellen demnach die 'Normalbereiche' gesunder 
Spender dar. Hier wird nochmals besonders deutlteh, daB die Mehrzahl der Proben mit verminderter Aktivitat nicht mit 
einer entspirechenden Verminderung der Antigenspiegel einherging. Dies konnte auf eine heterozygote Mutation (oder 
25 mehrere) hinweisen, d.h. beispielsweise kSnnten ca. 50% der Proteasemolekule durch eine oder mehrere Mutationen 
so verandert sein, daB eine Reaktion mit biologischen Substraten nicht mehr gewahrleistet ist. Im Falle einer fibrinoly- 
tischen Bedeutung der Protease konnte dies mit einem Thrombose risiko (oder fur andere Erkrankungen etc.) dieser 
derzeit noch 'gesunden' Population verbunden sein. Obwohl in der Minderzahl der untersuchten Proben, sind die Werte 
der reduzierten Proteaseaktivitat, die sehr wohl mit einem verminderten Antigengehalt einhergehen, als nicht minder 
30 interessant zu bewerten, da offensichtlich eine Dysregulation der plasmatischen VerfQgbarkeit der Protease vorliegt, 
die mit einem vergleichbaren Risiko wie beschrieben verbunden sein kann. 

[0025] Entsprechend ist die Detektion der Proteaseaktivitat, auch im Verbund mit der Antigenbestimmung, als ein 
Parameter zur FrOherkennung und Prophylaxe-ZTherapiekontrolle zu sehen. 

35 Beispiel 4 

Bestimmung der Proteaseaktivitat in Plasmen schwangerer Frauen 

[0026] Zitratplasmen schwangerer Frauen wurden, wie in Beispiel 3 beschrieben, getestet. Proben wurden an ver- 
40 schiedenen Zeitpunklen der Schwangerschaft gewonnen und anschlieBend untersucht. 

[0027] Die Verlaufe zweier unproblematischer Schwangerschaften sind in Tabelle 1 dargestellt. Ein deutlicher 
Anstieg der Proteaseaktivitat mit Dauer der Schwangerschaft ist zu erkennen, wogegen die Antigegehalte der Protease 
nicht bis moderat ansteigen. Ein Ausbleiben dieser erhohten Aktivitat konnte mit Problemen fiir Mutter und Fotus ver- 
bunden sein. 

45 [0028] Gesunde (nicht Schwangere) zeigen dagegen eine kontinuierlichen Verlauf der Proteaseaktivitaten (weder 
erhoht noch vermindert, im Rahmen der Testschwankungen) wahrend einer entsprechend Beobachtungszeit (nrcht 
dargestellt). 



Tabelle 1 



Die prozentualen Angaben beziehen sich auf Durchschnittswerte 
gesunder (nicht schwangerer) Frauen. 




Antigen (%) 


Aktivitat (%) 


Trimester der Schwan- 
gerschaft 


Schwangere 


Schwangere 




1 2 


1 2 
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Tabelle 1 (fortgesetzt) 



Die prozentualen Angaben beziehen sich auf Durchschnittswerte 
gesunder (nicht schwangerer) Frauen. 




Antigen (%) 


Aktlvitat (%) 


Trimester der Schwan- 
gerschaft 


Schwangere 


Schwangere 


1 


103 


105 


110 


115 


II 


118 


123 


158 


176 


III 


126 


143 


215 


280 



Beiepiel 5 

Bestimmung der Proteaseaktivitat in Herzinfarktplasmen 

[0029] Plasmen von 54 Patienten mit akutem Myokardinfarkt wurden bei Einlieferung (vor Intensivbehandlung) in 
die Notfallstation gewonnen und fur die Routineanalytik verwendet. Spater wurden Plasmareste (nicht aufgetaute Ali- 
quots) 2ur Quantifizirung der Proteaseaktivitaten (und Antigengehatte) verwendet. 

[0030] Die Abbildung (2) faBt die Ergebnisse der Untersuchung zusammen. Gegeniiber einem Kollektiv gesunder 
Spender (B) sind in Plasmen von Patienten mit akutem Myokardinfarkt (A) signifikant hohere Proteaseaktivitaten (und 
auch der Antigengehalte) zu messen. 

[0031] Entisprechend konnen diese Parameter zur Fruherkennung eines Infarktes, also auch bei stabiler und insta- 
biler Angina pectoris, verwendet werden. Bei Patienten mit diesen koronaren Herzerkrankungen fanden wir ebenfalls 
im Durchschnitt signififkant erhohte Aktivitaten. Die Hohe der gemessenen Werte kann eine Bewertung des Schwere- 
grades der Krankheit ermSglichen bzw. im Verlaufe einer Infarkt- und Angina pectoris Prophylaxe und Therapie wert- 
volle Hinweise iiber den Zustand des Patienten geben. Daruber hinaus konnen diese Parameter zur Beurteilung 
anderer mit dem Herz-Kreislaufsystem asoziierter Komplikationen verwendet werden. 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat der den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease aus ProteinlSsun- 
gen, dadurch gekennzeichnet, dass 

die die Protease und/oder ihr Proenzym enthaltende Proteinlosung mit einer Festphase inkubiert wind, an die 
zuvor ein gegen die Protease gerichteter Antikorper gekoppelt wurde und 

nach Auswaschen der Festphase die daran fixierte Protease und/oder ihr Proenzym mit Reagenzien inkubiert 
werden, die deren Aktivitatsbestimmung erlauben. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitat der Protease gemessen wird durch eine 
photometrische Bestimmung der bei Einwirkung auf chromogene Substrate auftretenden Extinktion. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitat der Protease gemessen wird durch 

ihre die Blutgerinnungsfaktoren VIIIA/llla oder VA/a inaktivierende Wirkung oder 
ihre die Blutgerinnungszeiten verkurzende Wirkung in globalen Gerinnungstests oder 
ihre Plasminogen-Aktivatoren aktivierende Wirkung oder 
ihre den FVII aktivierende Wirkung. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der gegen die Protease gerichtete Anti- 
korper ein poiyklonaler oder monoklonaier Antikorper Oder ein F(ab) oder F(ab)2-Antik6rperfragment ist. 

5. Kit zur Bestimmung der den Blutgerinngungsfaktor VII aktivierenden Protease. 
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6. Verfahren zur Friiherkennung eines infarktes, stabiler Oder instabiler Angina Pectoris, dadurch g kennz ichnet, 
da3 als Parameter die den Blutgerinnungsfaktor VII aktivierende Protease bestimmt wird. 
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